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精 氨 酸 在 体内 和 体外 试验 中 对 鲤鱼 免疫 力 的 影响 ' 


程 镇 燕 | A? dh 颖 于 宏 ” dame! Gyms 
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商 ”要 :本 试验 采用 体外 和 体内 2 种 方法 来 研究 精 氨 酸 Arg) 对 鲤鱼 免疫 力 的 影响 。 体 外 试验 
中 ， 在 培养 基 中 分 别 添加 0、0.5、1.0、1.5 和 2.0 mmol/L 的 Arg， 将 肾脏 和 白细胞 培养 不 同 的 时 间 
段 后 测定 增殖 指数 、 呼 吸 爆发 活力 、 吞 噬 活 力 和 杀菌 率 。 体 内 试验 中 ,将 平均 体重 37 g 的 鲤鱼 随 
机 分 为 5 组 ,每 组 3 个 重复 ， 每 个 重复 10 条 ， 分 别 体内 注射 0、25、50、100 和 200 mg/kg 鱼 体 
以 

E 


重 的 Arg, FMLA EHER 28. HEAT AWE ANS HIR. PR Ri A AER 72 RU E » 


Be LF AH SFP REAL (NO) 含量 、 一 氧化 所 合成 酶 (NOS) 活性 及 血清 白 蛋 白 (ALB) 4 
量 的 测定 。 体 外 试验 结果 表明 : 添加 Arg 能 够 提高 肾脏 白细胞 的 增殖 指数 、 呼 吸 爆发 活力 、 吞 吹 


活力 和 杀菌 率 。 培 养 12 和 24h 后 ，1.0、1.5 和 2.0 mmol/L Arg 组 肾脏 白细胞 增殖 指数 显著 高 于 0 


mmol/L Arg 组 (P<0.05) ; 培养 6、12 f 24 h Ja, 1.0 mmol/L Arg 组 肾脏 和 白细胞 呼吸 爆发 活力 显 


著 高 于 0 mmol/L Arg 组 (P«0.05) ; 培养 12 和 24h 后 ，1.0、1.5 和 2.0 mmol/L Arg ZR BE A 4 


胞 吞 吻 活 力 显 著 高 于 0 mmol/L Arg 组 (P<0.05) ; 培养 18nh Ja, 1.0, 1.5 和 2.0 mmol/L Arg 组 肾 


脏 白 细胞 杀菌 率 显 著 高 于 0 mmol/L Arg 组 (P<0.05) 。 体 内 试验 结果 表明 : 50、100 和 200 mg/kg 


Arg 组 肾脏 白细胞 呼吸 爆发 活力 、 吞 只 活 力 和 增殖 指数 显著 高 于 0 mg/kg Arg 组 (P«0.05) ; 100 


All 200 mg/kg Arg 组 血清 ALB 和 NO 含量 显著 高 于 0 mg/kg Arg 组 (P<0.05), 50、100 和 200 mg/kg 


Arg 组 血清 NOS 活性 显著 高 于 0 mg/kg Arg 组 (P«0.05) ; 50, 100 和 200 mg/kg Arg 组 肝 胰 脏 


NO 含量 显著 高 于 0 mg/kg Arg 组 (P<0.05) ，25 和 50 mg/kg Arg 组 肝 胰 脏 NOS 活性 显著 高 于 0 
mg/kg Arg 组 (P<0.05) 。 由 此 可 见 ，Arg 提高 了 鲤鱼 肾脏 白细胞 的 免疫 力 ， 体 外 试验 表明 Arg 
的 适宜 浓度 为 1.0 mmolL。 正 常 摄食 情况 下 ，Arg 在 鲤鱼 体内 注射 适宜 浓度 为 50~100 mg/kg. 


关键 词 : FAM; 鲤鱼， 免疫 力 ;， 细胞 培养 
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中 图 分 类 号 : s963.731 


蛋白 质 是 生命 的 物质 基础 ， 机 体 中 的 每 一 个 细胞 和 所 有 重要 组 成 部 分 都 有 蛋白 质 参与 。 蛋 
质 摄 入 量 不 足 会 影响 抗体 的 形成 ， 蛋 白质 的 缺乏 也 会 导致 维生素 或 微量 元 素 的 缺乏 ， 从 而 降低 机 
体 的 营养 水 平和 免疫 能 力 ， 影 响 养殖 动物 的 健康 。 补 充 适 量 的 相应 氨基 酸 ， 可 以 起 到 增强 蛋白 质 
的 合成 和 提高 免疫 力 的 作用 。 其 中 有 一 类 氨基 酸 叫做 功能 性 氨基 酸 ， 它 是 指 除了 合成 蛋白 质 外 还 


具有 其 他 特殊 功能 


的 合成 也 是 必需 的 
多 P5， 研 究 表明 
氧化 所 (NO) 和 


的 氨基 酸 ， 


1, AR (Arg) 是 


不 仅 对 动物 的 正常 生长 和 维持 是 ， 


质 ， 多 胺 能 参与 蛋 


E, 


Arg 元 


WE AL ZR dS 


降低 仔猪 肠 绒毛 


fig 


[gr 


的 隐 帘 深度， 提高 肠 道 
疫 功能 口 。 一些 Arg 在 水 产 动物 免疫 方面 的 研究 表明 , Arg 可 以 
高 抵抗 爱德华 氏 菌 的 免疫 能 力 钙 。 在 饲料 中 添加 Arg 也 有 助 于 提高 
条 纹 鲈 免 疫 细胞 的 呼吸 爆发 活性 、 
AEMET, P 
养殖 鱼 的 主要 品种 之 一 。Arg 作为 一 种 功能 性 氨基 酸 在 7 


匀 质 合成 、 细 胞 增殖 分 化 ， 
鱼 类 的 一 种 必需 氨基 酸 , Arg KH 
促进 免疫 球 蛋 白 的 合成 等 的 免疫 调节 作用 。 研 究 发 


功能 性 氨基 酸 的 一 种 。 
，Arg 参与 体内 蛋白 质 的 沉积 ,通过 多 种 酶 参与 机 体 代谢 ， 并 通过 划 
多 胺 等 在 动物 体内 发 挥 


前 Arg 在 哺乳 动物 


方面 报道 颇 


代谢 产物 一 


多 重 营养 生理 效应 四， 此 外 ， 作 为 一 种 重要 的 生物 活性 物 


还 能 调节 基因 


IAP, 


代谢 7 


oH 


洲 ， 是 温带 性 淡水 


加 | 


V) NO、 鸟 氨 酸 和 瓜 氨 酸 可 以 起 到 增强 细胞 知 
岗 ， 手 术 前 摄 入 适量 的 Arg 能 够 有 
寡 毒 血 症 的 发 生 ， 提 高 抗 感染 的 能 力 忠 。 在 断奶 仔猪 饲 粮 中 添加 适量 的 Arg 可 以 有 效 

白细胞 介 素 2〈 尼 -2) 基因 表达 水 平 ， 从 而 增强 肠 道 的 免 


fH AE Ex SC FÉ fl E ARUM P^ ^E. NO 


红 鱼 四 和 杂交 


KENE FIYA bai EG JI o 
， 杂 食性 。 鲤 鱼 生长 很 快 ， 


验 以 鲤鱼 为 


宣 添 加 浓度 ， 
绿色 环保 健 月 


研究 对 象 ， 通 过 在 体外 培 隐 
过 体内 注射 Arg Kì 


通过 


1 材料 与 方法 
1.1 试验 设计 


试验 鱼 来 


的 水 产 养殖 提供 参考 。 


Re 


市 换 新 水 7 


Arg 购 


台湾 MDbio 公司 ， 


产 动物 | 


良种 场 同 一 批 繁殖 的 鲤鱼 鱼 种 ， 
纯度 为 99.4%。 
体外 试验 : 取 体 格 健壮 、 大 小 相似 
然后 解剖 获得 头皮 和 中 肾 ， 放 在 0.85%64 


(平均 体重 34 go 的 试验 鱼 27 尾 ， 麻 醉 后 ， 
E 理 盐水 中 ， 洗 去 附着 的 血细胞 。 


肉质 鲜美 ， 是 我 国 
上 的 研究 目前 还 不 深入 中 ， 本 试 
EAE rp SJ Arg 的 方法 ， 筛 选 敏 感 的 免疫 指标 ， 确 定 Arg 适 


步 验 证 其 对 鲤鱼 生理 生化 指标 及 免疫 力 的 影响， 


鱼 体 消毒 后 放 入 水 箱 中 暂 养 1 


向 RPMI-1640 培养 基 中 


以 期 为 


aH 


静脉 取 血 ， 


分 别 加 入 0. 0.5. 1.0. 1.5 和 2.0 mmol/L 的 Arg， 制 成 5 种 不 同 浓度 梯度 的 培养 基 ， 用 于 白细胞 
的 培养 ， 用 2 个 独立 的 符合 样品 〈 每 个 样本 3 个 重复 ) 进行 免疫 学 指标 的 测定 。 
体内 试验 : 将 150 尾 重量 和 大 小 相近 的 鲤鱼 ， 随 机 分 为 5 组 ， 每 组 3 个 重复 ， 每 个 重复 10 
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E. Wa 


不 同 浓 


E 


复 为 单位 放养 于 水 箱 CIOL) 中 ， 投 喂 商业 饲料 ， 每 天 2 次 。1 周 后 ， 
度 的 Arg 溶液 ，5 组 试验 鱼 Arg H 


注射 


12 样品 制备 与 测定 


KY 
升 2x107 个 细胞 ， 要 求 
测定 增殖 


试验 : 


按照 程 镇 燕 等 呈 方 法 进行 


细胞 的 分 离 


指数 ， 培 养 2、 


后 测定 杀 


体 


后 解剖 鱼 体 ， 取 肝 胰 脏 ， 放 入 勾 浆 器 
10 min， 取 上 清 液 进行 白 蛋 


定 方法 参照 南京 建成 生物 工程 研究 所 试 齐 


内 试验 : 


6. 12. 24h Jail 


E 射 器 从 


0.1% 台 盼 蓝 染色 测定 活力 均 大 于 9596. 3 
定 呼 吸 爆发 活力 ， 培 养 12 h 后 测定 知 
效率 。 具 体 测定 方法 参考 程 镇 燕 等 ("的 方法 。 
经 过 7% 肝 素 钠 溶 液 润 湿 的 注 
个 离心 管 里 ， 血 液 样本 以 4 000 r/min Bj 


进行 研磨， 


Arg 药剂 配制 


E 射 量 分 别 为 0、25、50、100 和 200 mg/kg 鱼 体重 ， 腹 腔 
注射 剂量 为 0.5 mL， 注 射 完 后 继续 每 天 投 喂 商 业 饲 料 ， 投 喂 2 周 后 解剖 采样 。 


1 原 代 培养 ， 调 整 细胞 悬浮 液 密度 至 每 训 


FS AY HE 


细胞 培养 12 和 48 h 后 


蛤 活力 ， 培 养 18 h 


尾部 静脉 抽 血 ， 将 每 条 鱼 的 血液 单独 放 1 
P^ 10 min， 收 集 血 清 ， 血 清 保存 在 -80 冰箱 中 待 测 。 之 
0.85% 生 理 盐水 进行 稀释 
(ALB) 、NO 含量 及 一 氧化 氨 合 酶 (NOS) 活性 的 测定 (有 具体 测 
盒 说 明 书 ) 。 取 头 肾 、 中 肾 放 于 生理 


，2 500 rmin 离心 


盐水 中 清洗 表面 血 


污 ， 然 后 放 在 培养 液 中 进行 培养 ， 按 照 Buentello 等 鲜 的 方法 进行 增殖 指数 、 呼 吸 爆 发 活力 和 吞噬 


活力 的 测定 。 
1.3 数据 处 理 

所 得 数据 用 SPSS 16.0 统计 软件 做 单 
平 P<0.05) ， 则 采用 Duncan 氏 法 进行 组 
2 结 果 
2.1 培养 要 

如 图 1 所 示 , 培养 基 中 添加 Arg 


1.5 和 2.0 mmol/L Arg 组 肾脏 


0.5 mmol/L Arg 组 之 间 
(P>0.05)。 培 养 48h 


mmol/L Arg 组 肾脏 


>H 


E 


PROI Arg 对 鲤鱼 肯 脏 白细胞 增殖 指数 的 影响 


细胞 的 增殖 指数 最 高 ， 显 著 高 了 


度 的 增加 ,肾脏 白 


著 高 于 0 和 0.5mmol/L Arg 组 (P<0.05) , 0 f 


P>0.05) ，1.0、1.5 和 2.0 mmol/L Arg 组 之 间 无 显著 差异 


素 方差 分 析 (one-way ANOVA) , 若 差异 达到 显著 (水 
多 重 比较 。 


后 , 鲤鱼 肾脏 白细胞 的 增殖 指数 明显 升 高 。 培养 12 h 后 , 1.0, 
白细胞 的 增殖 指数 显 
无 显著 差异 
后 ， 随 着 培养 基 中 Arg 浓 


细胞 的 增殖 指数 逐渐 提高 ，2.0 


F 0、0.5、1.0 mmol/L Arg 组 (P«0.05) ,但 


与 1.5 mmol/L Arg 组 差异 不 显著 CP>0.05) 。 除 添加 1.0 mmol/L Arg 组 培养 48h 后 的 肾脏 白细胞 


的 增殖 指数 较 培养 12 h 有 所 降低 外 ， 


其 他 均 有 所 增高 。 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


201711.01822v1 


chinaXiv 


O 0 mmol E30.5 mmol Bl 1 mm 


增殖 指数 


Proliferation activity(OD gy, ,,,) 


12 


ol & 1.5 mmol IIl 2 mmol 


A 
AB 


Ko 


ZZ 


RZY 
[SSS 


48 


HARE incaubation time t/h 


AREH ES BERR os EAS SE P>0.05) PEDS BER a mA (P<0.05). FÉ. 


Value columns with the same small mean no significant difference (P>0.05), while with different small letter 


superscripts mean significant difference (P<0.05). The same as below. 


^1 2T ELI) TEL TRECE RII 


Fig.l Effects of culture media supplemented with Arg on proliferation index of leukocytes in carp 


kidney 


2.2. ”培养 基 中 添加 Arg 对 鲤鱼 肾脏 白细胞 呼吸 爆发 活力 的 影响 


中 1.0 mmol/L Arg 组 显著 高 于 0mmol/L Arg 组 (P<0.05) ; 随 


中 。 


色 的 呼吸 爆发 活力 均 呈 现 先 上 升 后 下 降 的 趋势 ， 且 最 高 值 发 生 在 培养 12 h 后 的 1 mmol/L Arg 组 


如 图 2 所 示 ， 培 养 基 中 添加 Arg 后 , 鲤鱼 肾脏 白细胞 的 呼吸 爆发 活力 明显 升 高 。 培养 2h 后 ， 
0.5、1.0、1.5、2.0 mmol/L Arg 组 肾脏 白细胞 呼吸 的 爆发 活力 较 0 mmol/L Arg 组 均 有 所 增加 ， 但 
是 各 组 之 间 差 异 不 显著 (P>0.05) 。 培 养 6、12、24h 后 ，1.0、1.5、2.0 mmol/L Arg 组 之 间 肾 脏 
扫 细 胞 的 呼吸 爆发 活力 差异 不 显著 CP>0.05) ， 但 是 较 0 和 0. 


5 mmol/L Arg 组 却 有 明显 提高 ， 其 
AFM AME, Se WEA 
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0144 LJO mmol lil 0.5 mmol E 1 mmol Ej 1.5 mmol F4 2 mmol 


FARE $57) 


Respiratory burst activity (OD mo nm) 


TE FA iBl incubation time t/h 


到 2 ”培养 基 中 添加 Arg GEL f FUE A An I V zi 77 FC TIR 


Fig.2 Effects of culture media supplemented with Arg on respiratory burst activity of leukocytes in 


carp kidney 


2.3 培养 基 中 添加 Arg 对 鲤鱼 肯 脏 白细胞 吞噬 活力 的 影响 
如 图 3 所 示 ， 培 养 基 中 添加 Arg 后 ， 鲤 鱼 肯 脏 白 细胞 的 吞噬 活力 均 有 所 提高 。 培 养 12 h 后 ， 


各 组 肾脏 白细胞 的 吞噬 活力 随 着 培养 基 中 Arg 浓度 的 增加 呈 上 升 趋势 ，2.0 mmol/L Arg 组 肾脏 白 


细胞 的 吞噬 活力 最 高 ， 显 著 高 于 0 和 0.5 mmol/L Arg 24 (P«0.05) ， 与 1.0、1.5 mmol/L Arg 组 差 
异 不 显著 CP-0.05) 。 培养 24h 后 ， 各 组 肾脏 白细胞 的 吞噬 活力 也 是 随 着 培养 基 中 Arg 浓度 的 增 
的 趋势 ，1.5、2.0 mmol/L Arg 组 肾脏 白细胞 的 吞噬 活力 显著 高 于 其 他 各 组 CP<0.05) 。 


= 
Hn 
m 
ES 


O 0 mmol & 0.5 mmol # 1 mmol lil 1.5 mmol 7Z 2 mmol 


8 8 


[i$ ya 
Phagocytosis activity (ODgoe mm) 
o 
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0.40 ~ 
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0.00 -1 


IHA HHE] incubation time t/h 


图 3 培养 基 中 添加 Arg XG AE fe E E A An A R 5 73 A A 


Fig.3 Effects of culture media supplemented with Arg on phagocytosis activity of leukocytes in carp 


kidney 
24 培养 基 中 添加 Arg 对 鲤鱼 肾脏 白细胞 杀菌 率 的 影响 
如 图 4 所 示 ， 培 养 基 中 添加 Arg 培养 18h 后 ， 鲁 鱼 肾脏 白细胞 的 杀菌 率 〈 迟 钝 爱德华 氏 菌 ) 
均 有 明显 提升 。1.0、1.5 和 2.0 mmol/L Arg 组 之 间 肾 脏 白细胞 的 杀菌 率 没 有 显著 差异 (P>0.05) ， 


但 是 1.0、1.5 mmol/L Arg 组 肾脏 白细胞 的 杀菌 率 显 著 高 于 0 和 0.5mmolL Arg 组 (P<0.05)， 其 


中 在 1 mmol/L Arg 组 肾脏 白细胞 的 杀菌 率 达 到 顶峰 。 


60.04 = 
50.0 a 
ab 
40.0 
"n = bc 
#8 2 30.0 c 
XE om 
= 200 
= 
10.0 - 
0.0 T T 1 
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HARRIE Arginine level /mmol-L+ 


图 4 培养 基 中 添加 Arg 对 鲤鱼 肾脏 白细胞 杀菌 率 的 影响 


Fig.4 Effects of culture media supplemented with Arg on bactericidal rate of leukocytes in carp 
kidney 

2.5 注射 Arg 对 鲤鱼 肾脏 白细胞 呼吸 爆发 活力 、 吞 噬 活 力 和 增殖 指数 的 影响 
WR 1 所 示 , 鲤鱼 注射 Arg 后 , 肾脏 白细胞 呼吸 爆发 活力 、 吞 哈 活 力 和 增殖 指数 均 有 所 提高 。 
随 着 Arg 注射 浓度 的 增加 ， 肾 脏 白细胞 呼吸 爆发 活力 呈现 先 上 升 后 趋 于 稳定 的 趋势 ，100 和 200 
mg/kg Arg 组 达到 最 高 值 ， 显 著 高 于 0 和 25 mg/kg Arg 组 (P<0.05) , 5 50 mg/kg Arg 组 差异 不 
显著 (P>0.05) 。 随 着 Arg 注射 浓度 的 增加 ， 凤 脏 白细胞 吞噬 活力 呈 逐 渐 提 高 的 趋势 (P<0.05) , 
200 mg/kg 组 达到 最 高 值 ， 与 100 mg/kg Arg 组 差异 不 显著 (P>0.05) ， 但 显著 高 于 其 他 各 组 
旨 脏 白细胞 增殖 指数 的 变化 趋势 与 吞噬 活力 变化 趋势 一 致 ， 除 25 mg/kg Arg 组 与 0 
mg/kg Arg 组 差异 不 显著 (P>0.05) 外 , 其 余 各 组 均 显 著 高 于 0 mg/kg Arg 组 (P<0.05)，, 200 mg/kg 
组 达到 最 高 值 。 
表 1 注射 Arg 对 鲤鱼 肾脏 


(P<0.05) 。 


RY 


胞 呼吸 爆发 活力 、 吞 噬 活 力 和 增殖 指数 的 影响 


Table 1 Effects of Arg injection on respiratory burst activity, phagocytosis activity and proliferation 


index of leukocytes in carp kidney 


项 目 呼吸 爆发 活力 吞噬 活力 增殖 指数 
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Items Respiratory burst Phagocytosis Proliferation index 
activity/ODsoo nm activity/ODsos nm /ODsso nm 
0 0.02* 0.16? 0.26 
. 25 0.04 0.23% 0.34° 
Arg 注射 浓度 
50 0.06* 0.34* 0.47 
Arg injection concentration/(mg/kg ) " 
100 0.07* 0.45* 0.60* 
200 0.07* 0.54* 0.62* 
总 标准 误 Total standard error 0.02 0.16 0.16 
P {4 P-value 0.001 0.001 <0.001 
FH F-value 10.700 10.418 17.196 
同 列 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表 示 差 异 显著 〈P<0.05) ， 相 同 或 无 字母 表示 差异 不 显著 


(P>0.05) 。 下 表 同 。 


In the same column, values with different small letter superscripts mean significant difference 


(P<0.05), while with the same or no letter superscripts mean no significant difference (P>0.05). The 


same as below. 


2.6 注射 Arg 对 鲤鱼 肝 胰 脏 、 血 清 中 ALB、NO 含量 及 NOS 活性 的 影响 


+ 


之 间 差 异 不 显著 (P>0.05) 。 


Un 


0 mg/kg Arg 组 肝 胰 脏 中 NO Ma scs 


RE Wong 


如 表 2 所 示 ， 鲤 鱼 注射 Arg 后 ， 血 清 ALB、NO 含量 及 血清 和 肝 胰 脏 NOS 活性 有 不 同 程度 
提高 。 随 着 Arg 注射 浓度 的 增加 ， 血 清 ALB 的 含量 呈现 先 上 升 后 下 降 的 趋势 ，100 mg/kg Arg 组 


血清 ALB 含量 最 高 ， 显 著 高 于 0、25、50 mg/kg Arg 组 (P<0.05)， 但 0、25、50 mg/kg Arg 组 


他 各 组 (P<0.05) ; 100、200 mg/kg 


Arg 组 之 间 差 异 不 显著 (P>0.05) ， 但 显著 高 于 0 和 25 mg/kg Arg 组 (P<0.05) 。 血 清 NO 的 


含量 则 随 着 Arg 注射 浓度 的 增加 量 上 升 趋势 , 200 mg/kg Arg 组 血清 NO 含量 最 高 , 显著 高 于 0、 


25 fll 50 mg/kg Arg 组 (P<0.05) ， 与 100 mg/kg Arg 组 差异 不 显著 (P>0.05) 。 


Arg 组 肝 胰 脏 中 NOS 活性 最 高 ， 显 著 高 于 


浓度 的 增加 呈 下 降 趋 势 。50 mg/kg Arg 2H ffi 


后 随 着 Arg 注射 浓度 的 提高 呈 下 降 趋势 。 
表 2 注射 Arg 对 鲤鱼 肝 胰 脏 、 血 清 品 


血清 和 肝 胰 脏 中 NOS 活性 随 着 Arg 注射 浓 


度 的 增加 而 呈现 先 上 升 后 下 降 的 趋势 。25 mg/kg 


0 和 200 mg/kg Arg 组 (P<0.05) ， 之 后 随 着 Arg 注射 


H 


清 NOS 活性 最 高 ， 显 著 高 于 其 


蛋白 、 一 氧化 氮 含 量 及 一 氧化 氮 合 酶 活性 的 影响 


他 各 组 (P«0.05) ， 之 


Table2 Effects of Arg injection on ALB, NO contents and NOS activity in hepatopancreas and serum 


of carp 
JH 蛋白 ALB 一 氧化 氮 NO 一 氧化 氮 合 酶 NOS 
Items 血清 Serum/ 肝 胰 脏 血清 肝 胰 脏 血清 Serum/ 
(g/L) Hepatopancr Serum/ Hepatopan (U/mL) 
eas/ Cumol/L) creas/ 
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Cumol/g) (U/g) 

0 11.23° TAL 96.67* 0.73° 8.92* 
Arg 注射 浓度 25 12.58* 7.19* 121.11* 0.90* 9.20°° 
Arg injection 50 13.92°° 9.91" 123.33°° 0.87" 10.10* 
concentration/(mg/kg ) 100 21.00* 8.30° 144.44” 0.81% 9.30° 

200 18.19% 8.43° 178.89" 0.78 9.34" 
总 标准 误 Total standard error 1.14 0.27 9.32 0.02 0.08 
P {fi P-value 0.006 <0.001 0.014 0.016 <0.001 
F (fi F-value 6.943 21.143 5.452 5.16 18.324 
3 iW it 


3.4. Arg 对 鲁 鱼 皮 脏 白细胞 增殖 能 力 的 影响 


Arg 浓度 的 增加 , 白细胞 的 
注射 100 mg/kg Arg 147: É 


均 表 明 Arg 可 以 促进 淋巴 


3.2 Arg 对 鲤鱼 肾脏 白细胞 
年 吸 爆发 是 组 织 重新 志 
氧 自 由 基 ， 在 细胞 发 挥 免疫 
当 机 体 被 病菌 侵入 时 ， 机 体 
子 的 产生 从 而 引起 呼吸 爆发 


vm 


体内 和 体外 试验 中 
Arg 作为 一 和 


研究 表明 ，Arg 可 以 合成 多 胺 ， 从 而 促进 细胞 的 增殖 ， 成 为 细胞 免疫 的 重要 营养 成 分 ,细胞 
内 Arg 的 浓度 可 以 调控 多 胺 的 合成 5 1。 本 研究 在 
肾脏 白细胞 的 增殖 指数 ， 说 明 肾 脏 白 细胞 可 以 利 
增殖 指 妆 


HRI, 添加 Arg 提高 了 鲤鱼 
重要 的 营养 成 分 。 而 且 ， 随 着 
得 到 提升 , 当 在 培养 基 中 添加 1 mmol/L Arg 培养 12 


h 或 体内 


胞 时 ,增殖 指数 最 高 。 这 与 在 斑点 又 尾 钾 呈 和 小 鼠 5 上 的 研究 一 致 ， 


包 的 增殖 。 

插 吸 爆发 活力 的 影响 
得 氧 供应 的 短 时 间 内 ,激活 的 中 性 粒 细胞 耗 氧 量 显 著 增加 ,7 
什 用 中 ， 病 原 微生物 被 吞 唉 后 ， 免 疫 细胞 的 一 种 氧 依赖 的 杀 
内 的 巨星 细胞 会 在 Arg 的 推动 下 产生 NO, NO 则 通过 刺激 


美国 红 鱼 四 和 杂交 条 纹 鲈 0 


3.3. Arg 对 鲤鱼 肾脏 白细胞 吞噬 能 力 和 杀菌 能 力 的 影响 


细胞 的 吞 哈 能 力 与 其 数量 利 


， 而 呼吸 爆发 活力 也 随 着 培养 时 间 和 Arg 注射 浓度 的 增加 1 
究 结果 一 致 ， 此 外 ， 在 饲料 中 添加 Arg 的 研究 也 发 现 ， 划 
的 呼吸 爆发 活力 。 


生 大 量 
伤 机 制 。 
馈 氧 阴 高 


中 。 体 内 研究 试验 也 证 实 了 这 一 点 ， 随 着 Arg 注射 浓度 的 增加 ， 血 


ij 相 应 提 


IU S PE OR. 本 研究 中 , 将 


其 数量 统一 在 每 毫升 5x10" 个 细胞 ， 


RE PERE AS Arg 浓度 的 增加 而 上 升 。 对 于 断奶 仔猪 的 试验 表明 ， 当 饲 粮 中 添加 Arg 时 ， 能 
促进 中 性 粒 细胞 在 发 炎 部 位 的 集合 ， 提 高 了 细胞 知 哄 活力 7。 研究 还 表明 ,饲料 中 添加 Arg 有 助 


于 鲁 鱼 头 肾 等 免疫 器 官 的 生长 ， 提 高 


细胞 的 吞噬 率 ， 增 强 对 疾病 的 抵抗 能 力 W。 


果 一 致 。 相似 的 结果 还 见于 斑点 叉 尾 徊 中 、 牙 鲜 0 的 丰 
入 侵 的 病原 ， 超 氧 阴 离子 是 一 种 重要 的 活性 氧 ， 其 产生 量 


发 现 随 着 Arg 浓度 的 增加 ， 


细胞 的 杀菌 率 得 到 提高 ， 也 从 侧 


这 与 本 研究 结 
究 中 。 细 胞 呼吸 爆发 产生 的 活性 氧 可 杀 灭 
决 吞噬 细胞 的 杀菌 活性 外。 本 试验 
i 反映 了 细胞 中 NO 含量 的 增加 ， 
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导致 呼吸 爆发 活力 的 增强 ， 增 加 的 NO 提高 了 机 体 抵抗 有 害 菌 的 侵害 ， 说 明 添加 Arg 可 促进 NO 
的 合成 ， 提 高 机 体 的 抗 病 免 疫 能 力 。 从 体内 试验 来 看 ， 注 射 Arg 也 提高 了 血清 和 肝 胰 脏 NOS 的 
活性 ， 知 噬 细 胞 可 以 通过 NOS 利用 Arg 产生 NO, NO 3698 T dE E ALT PE SLT AS A EPI, 
3.4 FERS Argo] fit f& IL RUIT WEP ALB, NO 含量 及 NOS 活性 的 影响 
本 试验 发 现 ， 注 射 一 定 浓度 的 Arg 可 以 有 效 提高 鲤鱼 血清 ALB 的 含量 ， 而 Arg 又 是 生物 体 
内 NO 合成 的 前 体 物质 ， 随 着 Arg 浓度 的 增加 ,鲤鱼 血清 和 肝 胰 脏 中 NO 含量 提高 ， 血 清 中 NO 
含量 在 Arg 注射 浓度 为 200 mg/kg 时 达到 最 高 值 。 在 异 育 银 鲫 上 的 研究 结果 表明 , 饲料 中 添加 Arg 
后 ， 异 育 银 鲫 血清 中 的 NO 含量 呈 剂 量 依 赖 性 增加 中 。NOS 是 NO 合成 的 关键 酶 ， 其 活性 反映 组 
织 产生 NO 的 能 力 。 研究 表明 , 饲料 中 添加 Arg 可 以 提高 建 鱼 头 肾 诱导 型 一 氧化 氨 合 成 酶 (iNOS) 
"Vg 2E f diss NOS 活性 PI; 此 外 , 异 育 银 鲫 肝脏 总 NOS 活性 随 饲料 中 Arg 水 平 的 增加 而 增强 
站 。 本 试验 发 现 ， 体 内 注射 Arg 后 提高 了 血清 和 肝 胰 脏 中 NOS 的 活性 ， 相 应 的 ，NOS 活性 的 增 
强 也 促进 了 血清 和 肝 胰 脏 中 NO 的 产生 。 由 此 可 以 说 明 ，Arg 能 提高 鲤鱼 NOS 活性 , fit NO ^ 
成 。 经 相关 研究 表明 ，Arg-NO 途径 被 认为 是 杀 死 细胞 内 微生物 的 有 效 机 制 ， 同 时 也 是 巨 噬 细 胞 
对 诅 细 胞 毒性 的 主要 机 制 外 。 产 生 的 NO 可 以 起 到 杀 死 动物 体内 的 寄生 虫 、 细 菌 、 病 毒 ， 抑 制 癌 
症 细胞 的 增殖 ， 提 高 免疫 力 和 抗 病 能 力 的 作用 中。 所 以 ， 添 加 一 定 浓度 的 Arg 有 利于 促进 鲤鱼 
肝 胰 脏 和 血清 中 的 细胞 产生 NO， 从 而 提高 鲤鱼 的 免疫 力 和 抗 病 能 力 。 
4 结 论 
Arg 提高 了 鲤鱼 肾脏 白细胞 的 免疫 力 ， 体 外 试验 表明 Arg 的 适宜 浓度 为 1.0 mmol/L. IEE 
食 情 况 下 ，Arg 在 鲤鱼 体内 注射 适宜 浓度 为 50~100 mg/kg. 
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Effects of Arginine on Immunity of Carp (Cyprinus carpio) in Vivo and in Vitro Experiment 
CHENG Zhenyan QU Mu? SUN Ying! YU Hong! SUN Jinhui’ QIAO Xiuting 


(1. Tianjin Key Lab of Aqua-Ecology and Aquaculture, College of Fisheries, Tianjin Agricultural 
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University, Tianjin 300384, China; 2. Tianjin Enterprise Key Lab of the Functional Feed of Aquatic 
Animals, Tianjin Chenhui Modern Technology Group Co., Ltd., Tianjin 301800, China; 3. Tianjin Ocean 
Pal Carol Biotech Co., Ltd., Tianjin 300350, China) 

Abstract: An in vivo and a in vitro experiment were conducted to evaluate the effects of arginine on 
immunity of carp. In the in vitro experiment, arginine with the concentrations of 0, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 
mmol/L were added in the culture medium, after different incubation time of kidney leukocytes, the 
proliferation index, respiratory burst activity, phagocytosis activity and bactericidal rate were assayed 
respectively. In the in vivo experiment, the carp of average body weight 37 g were divided into 5 groups, 
and each group had three replicates, each replicate had 10 fish. 0, 25, 50, 100, 200 mg/kg arginine were 
injected into fish cavity, and then fed them with commercial diets for 2 weeks. Then, the proliferation 
index, respiratory burst activity and phagocytic activity of kidney leukocytes were determined. At the 
same time, the nitric oxide (NO) content and nitric oxide synthase (NOS) activity in serum and 
hepatopancreas, and serum albumin (ALB) content were determined. The in vitro experiment results 
showed that added arginine could increase the proliferation index, respiratory burst activity, 
phagocytosis activity and bactericidal rate of kidney leukocytes. After 12 and 24 h incubation, the 
proliferation index of kidney leukocytes in 1.0, 1.5 and 2.0 mmol/L arginine groups was significantly 
higher than that in 0 mmol/L arginine group (P<0.05); after 6, 12 and 24 h incubation, the respiratory 
burst activity of kidney leukocytes in 1.0 mmol/L arginine group was significantly higher than that in 0 
mmol/L arginine group (P<0.05); after 12 and 24 h incubation, the phagocytosis activity of kidney 
leukocytes in 1.0, 1.5 and 2.0 mmol/L arginine groups was significantly higher than that in 0 mmol/L 
arginine group (P«0.05); after 18 h incubation, the bactericidal rate of kidney leukocytes in 1.0, 1.5 and 
2.0 mmol/L arginine groups was significantly higher than that in 0 mmol/L arginine group (0.05). 
The in vivo experiment results showed that the proliferation index, respiratory burst activity and 
phagocytosis activity of kidney leukocytes in 50, 100 and 200 mg/kg arginine groups was significantly 
higher than that in 0 mg/kg arginine group (P«0.05); the serum ALB and NO contents in 100 and 200 
mg/kg arginine groups were significantly higher than those in 0 mg/kg arginine group (P«0.05); the 
serum NOS activity in 50, 100 and 200 mg/kg arginine groups was significantly higher than that in 0 
mg/kg arginine group (P«0.05); the hepatopancreas NO content in 50, 100 and 200 mg/kg arginine 
groups was significantly higher than that in 0 mg/kg arginine group (P«0.05); the hepatopancreas NOS 
activity in 25 and 50 mg/kg arginine groups was significantly higher than that in 0 mg/kg arginine group 


(P<0.05). Generally, the arginine can enhance on the immunity of leukocytes in carp, and the optimum 
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arginine concentration is 1.0 mmol/L in vitro experiment. In normal feeding condition, the optimum 
arginine injection concentration for carp is 50 to 100 mg/kg in vivo. 
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